POLSKA OPIS PATENTOWY | 128 164
nzzflz‘%nnsvl;guu

Patent dodatkowy -
do patentu __ CZYTELNIA
Zgtoszono: gg o7 o2 /P. 225453/ U -edu Patentowego
4 [ 23 AL
. Int. CI> CI2P 19/00
Pierwszenstwo: A61K 31/71

URZAD
P AT EN Tﬂ WY Zgtoszenie ogloszono: 82 01 04

P H I- Opis patentowy opublikowano: 1985 06 28

Twércy wynelazku: Wojciech Gruszecki, Maria Gdulewicz-Gruszecka, Edward Borowski,
Ewa Ortel

Uprawniony z patentu: Politechnika Gdarska, Gdansk /Polska/

SPOSOB WYTWARZANIA PREPARATU AUREOFACYNY

Przedmiotem wynalazku jest sposdéb wytwarzania preparatu aureofacyny. Aureofacyna
znana takze pod nazwg ayfaktyny /AYF/ oraz patracyny jest antybiotykiem z grupy makroli=-
déw polienowych. Na skutek swojej duzej aktywnodci przeciwgrzybowej i korzystnych wlasno-
dci terapeutycznych stwarza duzg mozliwos¢ jej] wprowadzenia do lecznictwa. Antybiotyk
aureofacyna wyodrgbniana dotychczas z brzeczki fermentacyjne] szczepu Streptomyces
aureofaciens jest w postaci kompleksu antybiotykéw, )

Surowy preparat aureofacyny otrzymuje sie wedlug znanej metody na drodze fermentacji
szczepu Streptomyces aureofaciens w hodowli giebinowej przewietrzanej na po2ywce i w wa=-
runkach powszechnie stosowanych fermentacji promieniowcéw, po czym brzeczke fermentacyj-
ne poddaje si@ ekstrakcji n-butanolem, zas$ oddzielony ekstrakt butanolowy zageszcza sig
w prézni do matej objetosci i surowa aureofacyne wytrgca sie nadmiarem acetonu, oddziela
wytracony osad, przemywa kilkakrotnie suchym acetonem, pozostalo$é suszy w prézni w poko-
jowej temperaturze,

Wyodrgbniona w ten sposéb aureofacyna wykazuje Ei %m = 500 - 600 przy dtugosci
fali A ¥ 380 nm. Tak wyndregbniona aursofacyna jest toksyczna oraz nierozpuszczalna

~w wodzie i plynach fizjologicznych. Niedogodnosci te w istotny sposéb ograniczaja stosowa-
nie aureofacyny w lecznictwie i1 dlatego nies jest ona dotychczes lekiem. Dotychczas nie
stosowano oczyszczania preparatu uzyskanego z brzeczki fermentacyjnej.

Celem wynalazku jest otrzymanie aureofacyny pozbawionej wy2ej wymienionych niedo=-
godnosci. Wedlug wynalazku sposéb wytwarzania preparatu aureofacyny, z surowego prepa=-
ratu uzyskanego z brzeczki fermentacyjnej otrzymanej na drodze fermentecji szczepu
Streptoayces aureofaciens w hodowli glebinowej przewietrzanej, ne pozywce i w warunkach
stosowanych fermentac;i promisniowcdw, z zastosowaniem butanolu jako rozpuszczalnika
aureofacyny, charakteryzuje si¢ tym, Ze surowg aureofacyne traktuje sig butanolem
z toluenem w proporcji 1 : 1, w temperaturze 20 - so°c, po czym po oddzieleniu ekstraktu
pozostalos¢ zawierajaca antybiotyk przemywa sie toluenem i heksanem i ekstrahuje sie
aureofacyne metanolem z dodatkiem kwasnego weglanu potasu lub sodu uzytego w ilosci po-~
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trzebnej do stanu nasycenia roztworu, do ekstraktu dodaje butanolu w ilosci okolo jednej
czwartej czesci objetodciowej metanolu, po czym wytrgca sig czysty antybiotyk aureofacyne
przez odparowanie polarnych rozpuszczalnikéw, za$ wytrgcony osad aureofacyny przemywa

sie toluenem i heksanem i ponownie rozpuszcza sieg w metanolu z dodatkiem kwasdnego weglanu
potasu lub sodu uzytego w ilosci potrzebnej do uzyskania stanu nasycenia, do roztworu
dodaje butanolu w ilosci okolo jednej czwartej czesci objetosciowej metanolu, po czym
wytraca si¢ antybiotyk aureofacyng przez odparowanie rozpuszczalnikéw.

Korzystnym jest, iz po pierwszej] ekstrakcji metanolem z dodatkiem kwasnego weglanu
potasu albo sodu, pozostato$é ekstrahuje si@ kilkakrotnie mieszanin@ ozpuszczalnikéw
butanol : metanol : woda o skladzie objetosciowym 10 : 2 : 3,a przesgecz po tej ekstra-
kcji taczy sie z pierwszym przesgczem metanolowym,po czym wytreca czysty antybiotyk
przez odparowanie rozpuszczalnikéw, przy czym butanol wprowadze si¢ wéwczas do ukladu,
przed odparowaniem rozpuszczalnikéw, w mieszaninie rozpuszczalnikéw butanol : metanol :
woda,

Alternatywny sposéb wytwarzania preparatu aureofacyny z surowego preparatu uzyskane-
go z brzeczki fermentacyjnej otrzymanej na drodze fermentacji szczepu Streptomyces
aureofaciens w hodowli giebinowej przewietrzanej, na pozywce i w warunkach stosowanych
fermentacji promieniowcéw, z zastosowaniem butanolu jako rozpuszczalnika aureofacyny
i acetonu jako substancji wytracajecej aureofacyne z roztworu, charakteryzuje sie¢ tym,
2e surowa aursofacyne traktuje sie butanolem 2z toluensm w proporcji 1 : 1 w temperatu-
rze 20 = 50°C, po czym po oddzieleniu ekstraktu pozostatosc zawisrajaca aureofacyne
przemywa sie toluenem i heksanem i ekstrahuje si¢ aursofacyng¢ metanolem z dodatkiem

‘kwaénago weglanu potasu lub sodu u2ytego w iloéci potrzebnej do stanu nasycenia roztwo=-
ru, po czym wytrgca sie czysty antybiotyk przez wprowadzenie do ukladu acetonu albo
izopropanolu, a odsaczong aureofacyng ponownie rozpuszcza sie w metanolu z dodatkiem
kwasnego weglanu potasu lub sodu w iloéci potrzebnej do uzyskania stanu nasycenia i do-
daje sie butanolu w ilosci okolo jednej czwartej czesci objetosciowej metanolu, po czym
wytrgca sie aureofacyne przez odparowanie rozpuszczalnikéw,

Wedlug wynalazku uzyskuje sig preparat aureofacyny w postaci nieznanego doted kom=
pleksu z kwasnym weglanem sodu lub potasu. Preparat aursofacyny o ekstynkcji
Ei %m = 2000 przy dlugodci fali A = 377 nm uzyskuje si¢ w pierwszym etapie ekstrahowa-
nia metanolem z dodatkiem kwesnego wegglanu potasu lub sodu, po czym przez powtdrne roz=-
puszczenie oczyszczonej aureofacyny w metanolu z kwadénym weglanem potasu lub sodu prze-
prowadza sie ja w forme rozpuszczalna w ptynach fizjologicznych. )

Wyizolgwgna aureofacyna sposobem wedlug wynalazku wykazuje wysoka absorpcje w ultra=
fiolecie E1 gm okolo 2000 przy A = 377 nm, co stanowi o jej wysokiej czystosci i rzu-
tuje na aktywnos¢ biologiczne charakteryzujaca si¢ wartoscia st@zenia antybiotyku hamu=
jecego rozwéj drozd2y Sacharomyces cereviciac, Icso = 0,0005 ug/ml oraz miarg aktywno=
sci lizowania komérek na przykladzie krwinek ludzkich SHgg = 4 ug/ml, Otrzymana aureo-
facyna jest doskonale rozpuszczalna w wodzie i roztworach fizjologicznych, ponadto na-
daje sie réwniez do stosowania na drodze iniekcji. Tak wyizolowana sursofacyna jest
trwatla,

Przedmiot wynalazku ilustrujgs ponizsze przyklady wykonania,

Przyktad I. a/ Odtiuszczenie. 1 g surowej aureofacyny o ekstynkcji
E% = 450 przy A = 377 nm rozciera sie poczatkowo z 1 ml rozpuszczalnika skiadajecego
sie w réwnych czesciach objetosciowych z butanolu i toluenu, a nastgpnie miesza sie¢
z 75 ml tego rozpuszczalnika podczas podgrzewania na tazni o temperaturze s0°c. Po
czasie okolo pét godziny odspcza sie rozpuszczalnik, a aﬁtybiotyk przemywa toluenem
i heksanem. Do rozpuszczalnika przechodza substancje tluszczopodobne nisaktywne biolo-
gicznie w 1losci okolo 20 ¥ ciezaru poczatkowego antybiotyku.
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b/ Usuwanie innych zanieczyszczern zawartych w preparacie. Odtiuszczony antybiotyk

- rozciers sie z 1 ml metanolu i 0,15 g kwadnego wgglanu potasu, miesza na taini o tempera-
turze 50°C z 75 ml metanolu przez p6l godziny, & nastepnie saczy i ekstrahuje sie anty-
biotyk trzykrotnie ukladem rozpuszczalnikéw o skladzis objetodciowym butanol 10 : meta=-
nol 2 : woda 3 zbisrajec przesgcze., Polgczone przesgcze ekstraktéw wraz z ekstraktem me=-
tanolowym zageszcza sig@ prézniowo do 100 ml, a wytracony antybiotyk odsecze sie i prze=-
aywa toluenes 1 heksanem. Uzyskuje sie okolo 700 g antybiotyku.

¢/ Przeprowadzenie preparatu w form¢ rozpuszczalng w ptynach fizjologicznych., Oczy=-
szczony preparat dodatkowo ekstrahuje si¢ 150 ml metanolu z 50 mg kwaénego weglanu po-
tasu w sposdb podény wy2e]. Osad nierozpuszczalny wraz z pozostatosdcis po poprzedniej
skstrakcji zawiera jeszcze nikle 1losci antybiotyku i mo2e byc wykorzystywany ponownie.
Przesgczony ekstrakt metanolowy traktuje sig¢ 40 ml butanolu, zageszcza prézniowo do
objetosci 30 ml. Wytrecony antybiotyk w ilosci okolo SO0 mg odsacza sie¢ i przemywa tolu=
enem i heksanem. W tej formie rozpuszcza si¢ doskonale w wodzie 1 piynach fizjologicz=-
nych,8 jego absorpcja przy dlugosci fali A = 377 nm wynosi Ei = 1080. Aktywnosc¢ biolo=-
giczna tak oczyszczonej aureofacyny w stosunku do Sacharomyces cersvisiac ICso =
0,0005 ug/ml,a wiasdciwosci lityczne oznaczone na krwinkach ludzkich EHgy = 4 ug/ml.

Przyktad II. 5 g sursofacyny watgpnie odtluszczonej,jak w przykladzie I
rozciera si¢ z mala i1loscia metanolu i 500 g weglanu sodu, miesza na lazni o temperatu-
rze 50°C z 400 ml metanolu przez pét godziny, a nastepnie saczy. Przesgczony ekstrakt
metanolowy traktuje sie 100 ml butanolu,zagg¢szcza prézniowo do objetosci 80 ml,a wytra-
cony antybiotyk przemywa sig toluenem i heksanem i ponownis rozpuszcza w 900 al metanolu
z dodatkiem 300 mg kwasnego weglanu sodu w sposéb podany wy2ej. Przesaczony ekstrakt mee
tanolowy traktuje 200 ml butanolu, zageszcza prézniowo,po czym wytrgcony antybiotyk
przemywa toluenem i heksanem, Otrzymuje si@ 4,5 g czystej, rozpuszczalneil w wodzie
aureofacyny o podobnych wtasnosciach fizycznych i1 biologicznych do antybiotyku otrzymae
nego w przykladzie I.

Przyk1ad ITITI . 5 g aureofacyny odtiuszczonej jak w przykladzie I ekstra=
huje sie 400 ml metanolu zawierajacego S00 mg kwasnego weglanu sodu. Przesaczony ekstrakt
zadaje si¢ 1000 ml acstonu, Wytracony osad czystej auresofacyny przemywa si@ toluenem
i heksanem i ponownis rozpuszcza w 900 ml metanolu z dodatkiem 400 mg kwasnego weglanu
sodu, Przesgczony ekstrakt metanolowy traktuje sie 200 ml butenolu, zageszcza prézniowo,
a wytracony antybiotyk przemywa toluenem i heksanem.

Przyklad IV. 20 g aureofacyny surowej o bardzo niskim stopniu czystosci
/Ei = 150/ w wyniku oczyszczenia sposobem,jak w przykiadzis I daje produkt o Ei = 1080
w 1lodci 0,40 g.

Zastrzezenia patentowes

1. Sposéb wytwarzania preparatu aureofacyny, z surowego preparatu uzyskanego z brze-
czki fermentacyjnej otrzymanej na drodze fermentacji szczepu Streptomyces sureofaciens
w hodowli giebinowej przewietrzansj, na pozywce 1 w warunkach fermentacji promieniowcéw,
z zastosowaniem butanolu jako rozpuszczalnika antybiotyku, znamisnny ¢tymn,
28 surowa aureofacyne traktuje sie butanolem z toluenem w proporcji 1:1, w tempsraturze
20 = so°c. po czym po oddzisleniu skstraktu, pozostatodé 2awiorajoce antybiotyk przemywa
si@ toluenem i heksanem i ekstrahuje si¢ aureofacyne metanolem z dodatkiem kwasdnego we-
glanu potasu lub sodu uzytego w ilosci potrzebnej do stanu nasycenia roztworu, do ekstra-
ktu dodaje sig butanolu w ilosci okolo jednej czwartej czeéci objetosciowe] neianolu, po
czym wytrgca si@ czysty antybiotyk aureofacyn¢ przez odparowanie polarnych rozpuszczal=
nikéw, zad wytracony osad aureofacyny przemywa si¢ toluenem i heksanem 1 ponOwniB rozpu=
szcza sie w metanolu z dodatkiem kwesnego weglanu potasu lub sodu uzytego w ilosci
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potrzebnsj do uzyskania stanu nasycenia, do roztworu dodaje sig butanolu w ilosci okoilo
jadnej czwartej czesci objetosciowej metanolu,po czym wytracae sig antybiotyk aureofacyne
przez odparowanie rozpuszczalnikéw.

- 2, Sposéb wediug zastrz, 1, znamienny t ym, 2e po pierwsze] ekstrakcji
metanolem z dodatkiem kwasnego weglanu potasu albo sodu, pozostalosc ekstrahuje sie
kilkakrotnie mieszanina rozpuszczalnikéw butanol : metanol : woda o skladzie 6bJ¢toécio-
wym 10 : 2 : 3,a przesacz po tej ekstrakcji laczy si¢ z pierwszym przesaczem metanolo-
wym, po czym wytraca si@ czysty antybiotyk przez odparowanie rozpuszczalnikéw, przy czym
butanol wprowadza sie wéwczas do ukladu, przed odparowaniem rozpuszczalnikéw, w miesza-
ninie rozpuszczalnikéw butanol : metanol : woda.

3. Sposéb wytwarzania preparatu aureofacyny, z surowego preparatu uzyskanego
z brzeczki fermentacyjnej otrzymanej na drodze fermentacji szczepu Streptomyces aureo-
faciens w hodowli gigbinowej przewietrzanej, na pozywce i w warunkach fermentacji pro=-
mieniowcéw, z zastosowaniem butanolu jako rozpuszczalnika antybiotyku i acetonu jako
substancji wytrgcajacej antybiotyk z roztworu, znamienny t ym, Ze surowa
aureofacyne traktuje sie butanolem z toluenem w proporcji 1 : 1, w temperaturze
20 - 50°C, po czym po oddzieleniu ekstraktu pozostalodé zawierajaca antybiotyk aureo-
facyne przemywa si¢ toluenem i heksanem, ekstrahuje sig aureofacyng¢ metanolem z dodat=-
kiem kwasnego weglanu potasu lub sodu uzytego w ilosci potrzebnej do stanu nasycenis
roztworu, po czym wytraca si¢ czysty antybiotyk przez wprowadzenie do uktadu acetoru
albo izopropanolu,a odsaczong sureofacyng ponownie rozpuszcza si@ w metanolu z dodat-
kiem kwasnego weglanu potasu lub sodu w ilosci potrzabnej do uzyskania stanu nasyceania
i dodaje si¢ butanolu w 1lodci ockolo jednej czwartej czesci objetosciowej metanolu, po
czym wytreca sie antybiotyk aureofacyn¢ przez odparowanie rozpuszczalnikdw.

Pracownia Poligraficzna UP PRL. Naktad 100 egz.
Cena 100 zt
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